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Abstrak
Virus Dengue tersebar di seluruh dunia yang terdiri dari 4 serotype Dengue 1, 2, 3 dan 4 masih endemis di
Indonesi. Isolasi virus Dengue menggunakan kultur sel C6/36 merupakan baku emas untuk menegakkan
diagnosis infeksi virus Dengue. Team Dengue UGM telah berhasil memproduksi antibodi monoklonal  terhadap
virus Dengue-3 antara lain yang berasal dari sel hibrid DSSC7, DSSE10 dan WDSSB5. Deteksi antigen virus
Dengue pada organ nyamuk Ae.aegypti dan pada sediaan apus darah manusia dengan metode imunositokimia
SBPC menggunakan antibodi primer DSSC7 mempunyai sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, sedangkan sel
hibrid WDSSB5 belum dikarakterisasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan karakterisasi dan
mengaplikasi antibodi monoklonal WDSSB5 sebagai antibodi primer untuk mendeteksi virus Dengue dari
serum pasien  yang positif mengandung virus Dengue yang diisolasi pada sel C6/36 dengan metode
imunositokimia SBPC. Desain penelitian ini adalah eksperimental. Hasil penelitian didapatkan antibodi
monoklonal WDSSB5 termasuk klas IgG dan sub klas IgG1. Kadar antibodi monoklonal WDSSB5 terkecil yang
dapat  mendeteksi antigen Dengue pada sel C6/36  adalah 2,2 µg/µl. Antibodi monoklonal WDSSB5 sensitif dan
spesifik mampu mendeteksi antigen Dengue 1, 2, 3, 4 pada sel C6/36 dengan metode imunositokimia SBPC.
Kata kunci: Dengue , Imunisitokimia SBPC, WDSSB5, Sel C6/36.
Characterization And Application Of Wdssb5 Monoclonalantibody For The
Detection Of Dengue Virus In Cell Line C6/36 Using Immunocytochemical
Method
Abstract
Dengue virus is spread all over the world with  4 serotypes of Dengue 1, 2, 3 and 4 are endemic in Indonesia.
Isolation of Dengue virus using cell culture C6/36 is considered as a gold standard for the diagnosis of Dengue
virus infection. Dengue team of Gadjah Mada University successfully produced monoclonal antibodies of
Dengue 3 virus originating from hybrid cell DSSC7, DSSE10 and WDSSB5. Detection of Dengue virus antigen
in Ae. aegypti organ and in human blood smear with method immunocytochemical SBPC (Streptavidine Biotin
Peroxide Complex) using DSSC7 primary antibody has high sensitivity and specificity, whereas WDSSB5
hybrid cell has not been characterized. The study aimed to identify characterization and application of WDSSB5
monoclonal antibody as primary antibody for detection of Dengue virus originating from serum of patiens
positively carrying Dengue virus was inoculated in cell C6/36 using  immunocytochemical  SBPC method. The
study was experimentally designed. Results study there was WDSSB5 monoclonal antibody belonged to class
IgG and subclass IgG1. The least content of WDSSB5 monoclonal antibody that can detect Dengue antigen in
cell C6/36 was 2.2 µg/µl. Sensitive WDSSB5 monoclonal antibody can detect Dengue 1, 2, 3, 4  virus antigen in
cell C6/36 using immunocytochemical SBPC method.
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Pendahuluan
Virus Dengue tersebar di seluruh dunia,
terdiri dari 4 serotipe yaitu Dengue 1, 2, 3, dan
4. Semua serotipe masih endemis di
Indonesia.1,2 .Jumlah kasus DBD  di Indonesia
menurut data WHO  selama tahun 2006 sampai
2008, tercatat  pada tahun 2006 terdapat
106.425 kasus DBD, dengan kematian
sebanyak 1.132 dan Case Fatality Rate (CFR)
DBD sebesar 1,06 %. Pada Tahun 2007
terdapat 188.115 kasus, dengan kematian
mencapai 1.599 dan CFR sebesar 1,01%,
sedangkan  pada tahun 2008 terdapat 101.656
kasus, dengan kematian  sebanyak 737 dan
CFR sebesar 0.73%.3
Perjalanan penyakit DBD sangat cepat,
sehingga jika tidak segera mendapatkan
penanganan yang tepat sering berakibat fatal.
Sampai saat ini diagnosis DBD di Indonesia
terutama masih berdasarkan diagnosis klinis
tanpa diikuti konfirmasi diagnosis virologis.
Konfirmasi virologis sebenarnya dapat
dilakukan sejak dini sebab viremia terjadi 2 hari
sebelum demam dan selama demam. Namun
perangkat diagnostik untuk maksud tersebut
sampai saat ini belum tersedia.4
Pemeriksaan laboratorium yang dapat
dilakukan untuk konfirmasi infeksi virus
Dengue adalah isolasi virus, deteksi genom
virus menggunakan teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR), deteksi antigen virus serta uji
serologis.5,6
Isolasi virus merupakan gold standar
untuk menegakkan diagnosis pasti infeksi virus
Dengue menggunakan kultur sel. Kultur sel
yang banyak digunakan adalah sel AP/61
(Ae.pseudoscutellaris), sel C6/36 (Ae.albo-
pictus) dan TRA-284 (Toxorrhynchites
amboinensis). Hasil kultur biasanya diidenti-
fikasi dengan menggunakan metode imuno-
fluoresen DFA (Direct Immunofluorescent
Assay) atau IFA (Indirect Immunofluorescent
Assay). Meskipun meru- pakan cara terbaik
untuk memastikan infeksi virus Dengue,
metode ini memerlukan peralatan laboratorium
yang canggih, dan memerlukan waktu yang
lama.6 Keuntungan melakukan isolasi virus
Dengue dapat dihasilkan isolat virus Dengue
lokal yang dapat digunakan untuk penelitian
lebih lanjut.
Metode imunositokimia yang kini
tersedia secara komersial adalah Streptavidin
Biotin Peroksidase Complex (SBPC). Teknik
ini menggunakan antibodi sekunder yang
dilabel biotin yang bisa mengenal antibodi
primer (antibodi monoklonal atau antibodi
poliklonal) dan menggunakan konjugat
streptavidin yang dilabel enzim horseradish-
peroxidase dan campuran substrat kromogen
untuk mendeteksi antigen pada sel atau jaringan
dengan sesitivitas yang sangat tinggi sehingga
antigen dengan kadar rendah bisa terdeteksi.
Dasar utama reaksi imunositokimia SBPC
adalah ikatan yang kuat antara streptavidin
dengan biotin.7
Metode imunositokimia dapat digunakan untuk
mendeteksi virus Dengue pada berbagai organ
nyamuk, jaringan parafin atau pada buffi coat.8
Sedangkan pada sel C6/36 belum ada
laporannya. Pemeriksaan sediaan imunosito-
kimia dapat dilakukan hanya dengan mikroskop
cahaya yang banyak tersedia di laboratorium
dan tidak memerlukan ketrampilan tertentu.9
Sedangkan untuk pemeriksan sediaan imuno-
fluoresen harus diperiksa di bawah mikroskop
fluoresen yang mahal dan jarang tersedia di
laboratorium.
Deteksi infeksi virus Dengue menguna-
kan metode imunositokimia SBPC diperlukan
antibodi monoklonal spesifik terhadap virus
Dengue sebagai salah satu reagen diagnostik.
Sehubungan dengan hal tersebut Tim Dengue
UGM telah berhasil memproduksi antibodi
monoklonal terhadap virus Dengue-3 strain H-
87 melalui tiga kali fusi. Sel- sel hibrid
penghasil antibodi monoklonal terhadap virus
Dengue telah diperoleh dari fusi I, II, dan III
berturut-turut sebanyak 4 klon, 13 klon, 22
klon. Sel-sel hibrid penghasil antibodi
monoklonal tersebut antara lain DSSC7,
DSSE10 dan WDSSB5. Antibodi monoklonal
DSSC7 telah diaplikasikan sebagai antibodi
primer untuk deteksi antigen  virus Dengue
pada organ nyamuk Ae.aegypti dan pada
sediaan apus darah manusia dengan metode
imunositokimia SBPC mempunyai sensitivitas
dan spesifisitas yang tinggi. Sedangkan sel
hibrid WDSSB5 belum dikarakterisasi.8,10
Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan
karakterisasi dan mengaplikasikan antibodi
monoklonal WDSSB5 sebagai antibodi primer
untuk mendeteksi virus Dengue yang berasal
dari serum pasien positif mengandung virus
Dengue yang diisolasi pada sel C6/36 dengan
metode imunositokimia SBPC.
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Metode
Desain penelitian yang digunakan adalah
eksperimental, dengan rancangan studi Posttest
Control Group Design. Penelitian ini dilakukan
di Laboratorium Parasitologi Fakultas
Kedokteran Universitas Gadjah Mada. Waktu
penelitian dimulai bulan Oktober 2009 sampai
Januari 2011.
Populasi dalam penelitian ini adalah
semua penderita demam hari pertama sampai
dengan  hari ke-7 yang berasal dari RSUD
Penembahan Senopati Bantul Yogyakarta.
Sampel diambil dengan teknik purposif
sampling yaitu sebanyak 29 pasien yang positif
mengandung virus Dengue. Serum sampel
diinokulasi melalui nyamuk kemudian
diinokulasikan pada sel C6/36 diinkubasi  pada
suhu 290C-300C tanpa CO2 selama 5-11 hari.
Sebagai kontrol positif strain virus Dengue 1, 2,
3, 4 yang berasal dari strain H-87 (prototipe)
yang diinokulasikan pada sel C6/36 diinkubasi
pada suhu 290C-300C tanpa CO2 selama 1- 4
hari. Sebagai kontrol negatif adalah  sel C6/36
yang tidak diinfeksi virus Dengue diperlakukan
sama seperti sampel.
Pengumpulan data diperoleh dari
kegiatan penelitian meliputi: propagasi
hibridoma dan karakterisasi antibodi
monoclonal WDSSB5 serta mengaplikasikan
antibodi monoklonal WDSSB5 untuk
identifikasi virus Dengue  pada sel C6/36
menggunakan metode Immunositokimia SBPC.
Analisa data mengunakan univariat.
Hasil
Dari hasil propagasi klon hibridoma
WDSSB5 diperoleh antibodi monoklonal dalam
cairan asites sebanyak 19,5 ml. Hasil
karakterisasi antibodi monoklonal WDSSB5
dengan metode antigen mediated ELISA
didapatkan bahwa antibodi monoklonal
WDSSB5 termasuk klas IgG dan subklas IgG1.
Kadar protein  asites WDSSB5 sebesar 11
µg/µl, dan hasil optimasi diperoleh kadar
protein asites WDSSB5 terendah adalah 2,2
µg/µl yang optimal untuk mendeteksi virus
Dengue-3 pada sediaan sel C6/36 (table 1).
Pada pemeriksaan mikroskopis sediaan
imunositokimia SBPC menggunakan antibodi
primer WDSSB5 berhasil mendeteksi antigen
Dengue-3 pada sediaan sel C6/36 reaksi positif
yang ditunjukkan oleh warna coklat pada
sitoplasma sel. Reaksi negatif ditunjukkan
dengan warna biru pada kontrol negatif sel
C6/36 yang tidak diinfeksi virus Dengue dan sel
C6/36 yang diinfeksi virus Dengue tetapi tidak
diberi antibodi primer saat pelaksanaan uji
imunositokimia SBPC.
Tabel 1. Hasil pemeriksaan imunositokimia SBPC optimasi kadar antibodi
primer WDSSB5 pada sediaan sel C6/36 yang diinfeksi virus Dengue-3 inkubasi 4 hari.
Kadar Protein Asites Jumlah Sel Positif
WDSSB5 I II III Rate (%)
(µg/µl) ( + ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) ( - ) rata-rata
2,2 465 0 478 0 459 0 100
1,1 389 61 405 53 411 49 88.0
0,22 347 84 367 71 353 61 83,2
0,11 309 132 317 108 299 118 72,1
Data pada tabel 1 menunjukkan bahwa
antibodi monoklonal WDSSB5 dapat
diaplikasikan sebagai antibodi primer untuk
mendeteksi antigen Dengue 3 pada sel C6/36
dengan metode imunositokimia SBPC.dengan
kadar terendah 2,2 µg/µl yang dapat mendeteksi
infeksi virus Dengue 3 dengan positif rate 100
%.
Hasil uji sensitivitas dan spesifisitas
antibodi monoklonal WDSSB5 pada peme-
riksaan mikroskopis imunositokimia SBPC
dengan antibodi primer WDSSB5 2,2 µg/µl
mampu mendeteksi virus Dengue 1, 2, 3, 4 pada
sel C6/36  mulai masa inkubasi 1 hari seperti
tercantum pada tabel 2.
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Tabel 2. Hasil pemeriksaan imunositokimia SBPC pada sel C6/36 yang diinfeksi virus Dengue 1,
2, 3, 4 inkubasi 1-4 hari.
Serotipe Inkubasi Jumlah Sel Positif
Virus (hari) I II III rate (%)
Dengue ( + ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) ( -) rata-rata
Dengue-1 1 338 0 389 0 356 0 100
2 353 0 333 0 367 0 100
3 272 0 267 0 289 0 100
4 109 0 121 0 133 0 100
Dengue-2 1 348 0 327 0 356 0 100
2 346 0 337 0 359 0 100
3 301 0 279 0 287 0 100
4 255 0 223 0 248 0 100
Dengue-3 1 428 0 456 0 433 0 100
2 366 0 349 0 357 0 100
3 325 0 317 0 329 0 100
4 208 0 198 0 187 0 100
Dengue-4 1 413 0 422 0 435 0 100
2 375 0 368 0 397 0 100
3 305 0 314 0 321 0 100
4 188 0 176 0 197 0 100
Data pada tabel 2 menunjukkan bahwa
antibodi primer WDSSB5 dengan kadar 2,2
µg/µl mampu  mendeteksi infeksi virus Dengue
1, 2, 3, 4  pada sel C6/36  yang   diinkubasi
mulai 1 hari dengan rata-rata positif ratenya
100%. Hal ini membuktikan bahwa antibodi
primer WDSSB5 sensitif mampu mendeteksi
infeksi virus Dengue 1, 2, 3, 4 sejak awal
infeksi.
Hasil uji spesifisitas antibodi
monoklonal WDSSB5 terhadap antigen Dengue
dilakukan dengan Dot Blot reaksi positif
ditunjukkan dengan terbentuknya warna hitam
pada dot blot. Pada uji ini mengunakan antigen
Dengue 1, 2, 3, 4 sebagai kontrol positif,
antigen Dengue 1, 3 dan 4 dari isolat local
(sampel), sedangkan kontrol negatif
menggunakan PBS (Phosphat Buffer Saline).
Selanjutnuya pada penelitian ini, antibodi
monoklonal WDSSB5 diaplikasikan sebagai
antibodi primer untuk mendeteksi antigen
Dengue pada sediaan sel C6/36 yang berasal
dari serum pasien yang positif mengandung
virus Dengue yang diinokulasikan pada sel
C6/36 dengan metode imunositokimia SBPC.
Hasil pemeriksaan mikroskopi didapatkan
reaksi positif  terlihat warna coklat pada
sitoplasma sel C6/36 kontrol positif serta
sitoplasma sel C6/36 yang terinfeksi virus
Dengue yang berasal dari serum pasien. Reaksi
negatif  terlihat warna biru pada kontrol negatif
dan pada sitoplasma sel C6/36 yang diinfeksi
virus Dengue yang tidak diberi antibodi primer
saat pelaksanaan uji imunositokimia (table 3)
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Tabel 3. Hasil pemeriksaan mikroskopis sediaan imunositokimia SBPC sel C6/36 yang diinfeksi
virus Dengue berasal dari serum pasien yang positif mengandung virus Dengue.
No
Sampel
Inkubasi
sel C6/36
(hari)
Demam
(hari) Dengue(RT PCR)
Imunsitokimia
SBPC
Positif Rate
rata-rata
(%)
1 9 5 1 Potisif 100
2 9 4 1 Positif 100
3 11 4 3 Positif 100
4 9 5 1 Positif 100
5 7 5 1 Positif 100
6 10 5 1 Positif 100
7 10 3 1 Positif 100
8 10 1 1 Positif 68.52
9 9 4 3 & 4 Positif 91.62
10 7 4 1 Positif 100
11 10 5 1 Positif 100
12 10 5 1 Positif 91.38
13 9 5 1 Positif 52.01
14 10 4 1 & 3 Positif 91.68
15 9 3 1 & 3 Positif 55.95
16 10 1 1 Positif 90.19
17 10 4 1 Positif 64.38
18 11 4 1 Positif 100
19 9 3 1 Positif 93.07
20 10 5 1 Positif 83.78
21 5 4 3 Positif 61.82
22 5 5 1 Positif 35.29
23 5 7 1 Positif 55.15
24 10 4 1 Negatif 0
25 7 5 1 Positif 100
26 5 4 1 Positif 53.36
27 7 4 3 Positif 100
28 7 4 1 Positif 100
29 5 4 4 Positif 84.22
Data pada tabel 3 menunjukkan bahwa  antibodi
primer WDSSB5 berhasil mendeteksi antigen
Dengue pada sediaan sel C6/36 yang terinfeksi
virus Dengue yang berasal dari serum pasien
yang positif dengan metode imunositokimia
SBPC baik serotipe Dengue 1, Dengue 3 dan
Dengue 4. Positif rate-nya berkisar antara
35,29%-100%. Positif rate-nya berbeda-beda
tergantung dari konsentrasi virus Dengue dan
waktu inkubasi sel C6/36. Dari 29 serum pasien
yang diinokulasikan pada sel C6/36 didapatkan
hasil 96,5 % positif  yaitu 28 positif dan 1
negatif.
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Pembahasan
Pada penelitian ini  sel hibrid penghasil
antibodi monoklonal WDSSB5 yang berhasil
dipropagasi adalah salah satu sel hibrid hasil
fusi antara splenosit imun mencit Balb/C
terhadap antigen Dengue 3 yang diproduksi
oleh Tim Dengue UGM. Propagasi Klon
Hibridoma WDSSB5 dilakukan secara in vitro
pada medium kultur RPMI dan secara in vivo
pada mencit Balb/c.
Pada penelitian ini dihasilkan cairan
asites sebanyak 19,5 ml dengan dua kali
pengambilan dari 1 mencit. Hal ini mendukung
penelitian sebelumnya telah berhasil
memproduksi antibodi monoklonal yang
berasal dari sel hibrid DSSC7 secara in vivo
pada mencit Balb/c sebanyak 50 ml.8
Produksi antibodi monoklonal secara in
vitro dan in vivo mempunyai kelebihan dan
kekurangan. Konsentrasi antibodi monoklonal
dari hasil pembiakan in vitro dapat mencapai
sekitar 1-10 µg/µl, sedangkan konsentrasi dari
hasil pembiakan in vivo dapat mencapai kadar
1000 kali lipat dari cara in vitro.11 Kadar
imunoglobulin produksi in vitro lebih
menguntungkan, dari segi kemurniannya,
karena hanya sedikit terkontaminasi protein lain
yang berasal dari medium, sedangkan pada
invivo terkontaminasi protein lain yang berasal
dari mencit. Sehingga  untuk pengembangan
lebih lanjut antibodi monoklonal sebagai alat
diagnostik atau untuk pelabelan perlu dilakukan
purifikasi untuk mendapatkan antibodi
monoklonal yang murni.
Pada saat ini produksi antibodi
monoklonal  secara in vivo pada mencit sudah
dilarang di Amerika dan Eropa, karena ada
protes dari komunitas penyayang binatang.
Pada penelitian ini dilakukan pada mencit
Balb/c karena keterbatasan tidak tersedianya
alat bioreaktor yang dapat digunakan untuk
produksi antibodi monoklonal.
Karakter spesifik yang dimiliki suatu
antibodi monoklonal adalah merupakan syarat
utama untuk berbagai teknik reaksi imunologi.
Sifat utama antibodi monoklonal ditentukan
oleh struktur dari molekul antibodi tersebut,
yang ditentukan oleh sekuens asam amino yang
membentuknya, termasuk disini adanya klas
dan subklas dari suatu antibodi.12
Pada penelitian ini hasil uji klasifikasi
menunjukkan antibodi monoklonal WDSSB5
termasuk klas IgG dan subklas IgGI. Hal ini
mendukung penelitian sebelumnya yang telah
berhasil memproduksi antibodi monoklonal
terhadap virus Dengue 3 yang berasal dari sel
hibrid DSSC7 yang termasuk klas IgGI dan
dapat mengenal antigen Dengue pada berat
molekul 48 kDa berdasarkan analisis epitop
dengan metode Western Blotting10.13,14
Pada penelitian ini telah dilakukan uji
spesifisitas antibodi monoklonal WDSSB5
dengan metode Western Blotting, tetapi hasil
yang diperoleh tidak memuaskan untuk diambil
kesimpulan karena epitopnya tidak terdeteksi
kemungkinan disebabkan epitopnya
conformational. Selain itu kemungkinan
disebabkan oleh pengaruh dari reagen SDS dan
markaptoetanol pada saat denaturasi terjadi
perubahan lipatan pada epitop conformational
sehingga saat dilakukan imunoblotting antibodi
monoklonal tidak mengenali epitop. Sehingga
pada penelitian ini untuk mengetahui spesifitas
antibodi monoklonal WDSSB5 terhadap
antigen Dengue dilakukan dengan metode Dot
Blot. Kelemahannya Dot Blot hanya digunakan
untuk mengetahui jenis antigen yang dikenali
oleh antibodi, tidak dapat mengetahui berat
molekul protein. Metode ini cukup baik
digunakan untuk skrining dengan sampel yang
cukup banyak.15
Dari hasil pemeriksaan kadar protein
dengan metode Biorad mikro assay asites
didapatkan kadar protein WDSSB5 sebesar 11
µg/µl  menggunakan larutan baku Bovin Serum
Albumin (BSA), ini membuktikan bahwa
produksi antibodi monoklonal in vivo
mempunyai konsentrasi tinggi mencapai kadar
1000 kali lipat cara in vitro.11 Kelemahan pada
penelitian ini adalah tidak dilakukan purifikasi
sehingga kadar protein yang didapat tersebut
masih merupakan Crude protein yang
dipengaruhi oleh protein lain yang berasal dari
mencit.
Dari hasil optimasi diperoleh kadar
terkecil antibodi monoklonal WDSSB5 yaitu
2,2 µg/µl dengan volume 20 µl berhasil
mendeteksi antigen Dengue-3 yang diinokulasi
pada sel C6/36 inkubasi 4 hari dengan positif
ratenya 100%.
Penelitian sebelumnya menggunakan
antibodi monoklonal DSSC7 dengan
konsentrasi 1:10; 1:50; 1:100  sebagai antibodi
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primer  dengan metode imunositokimia SBPC
untuk mendeteksi infeksi virus Dengue pada
abdomen squash dan head squash nyamuk Ae.
aegypti setelah inkubasi 5 hari  dengan infection
rate 33,35% dan 75%. 8 Penelitian ini
memperlihatkan hasil yang lebih baik dari pada
penelitian tersebut karena waktu inkubasi lebih
pendek dan positif ratenya lebih tinggi.
Hasil Uji sensitivitas dan spesifisitas
menunjukkan bahwa antibodi monoklonal
WDSSB5 sebagai antibodi primer mampu
mendeteksi antigen Dengue 1, 2, 3, 4  pada sel
C6/36 dan sensitif  mulai inkubasi 1 hari (tabel
2)  lebih awal sebelum siklus hidup virus
berlangsung secara sempurna. Dengan
demikian antibodi monoklonal WDSSB5
mengenali semua serotipe virus Dengue.
Kelemahannya tidak dilakukan uji spesifisitas
menggunakan sediaan sel C6/36 yang diinfeksi
virus Chikungunya, sehingga spesifitasnya
terhadap virus Chikungunya tidak diketahui.
Tetapi dalam pelaksanaan uji imunositokimia
selalu disertakan kontol positif dan kontol
negatif.
Dari hasil pemeriksaan sediaan
mikroskopis imunositokimia SBPC mengguna-
kan antibodi monoklonal WDSSB5 terhadap 29
sampel serum positif setelah dilakukan
inokulasi pada sel C6/36 diperoleh hasil 96,5%
positif yaitu 28 sampel positif dan 1 sampel
negatif. Pada tabel 3, inokulasi serum pasien
yang berasal dari suspensi nyamuk pada sel
C6/36 membutuhkan waktu inkubasi yang
berbeda-beda berkisar antara 5-11 hari, hal ini
tergantung dari timbulnya tanda-tanda
infeksi/cytophatic efec seperti adanya giant cell
atau sel mulai lisis. Pada sampel yang
menunjukkan rekasi positif cytophatic efec
tampak jelas terlihat, tetapi pada sampel yang
menunjukkan reaksi negatif tidak terdapat
cytophatic effect.
Isolasi virus merupakan cara untuk
menegakkan diagnosis pasti infeksi virus
Dengue menggunakan kultur sel, namun
metode ini memerlukan peralatan laboratorium
yang canggih, biaya dan memerlukan waktu
yang lama. Keuntungan dari melakukan isolasi
virus yaitu mendapatkan isolat virus Dengue
lokal dengan melakukan pasase 2-3 kali pada
sel C6/36 dengan masa inkubasi yang optimal
sehingga diperoleh isolat virus dengan titer
yang tinggi.
Deteksi antigen Dengue dengan metode
imunositokimia SBPC ini menggunakan
sediaan  sel C6/36 yang diinfeksi virus Dengue
1, 2, 3, 4. Hal yang mendasari adalah adanya
glikoprotein 40 dan 45 kDa pada permukaan sel
merupakan reseptor untuk virus Dengue.16
Proses replikasi virus Dengue berlangsung di
sitoplasma sel.   Antigen virus Dengue yang
terlokalisir pada sitoplasma sel akan berikatan
dengan antibodi monoklonal WDSSB5 yang
akan dikenali oleh antibodi sekunder yang
berlabel biotin. Selanjutnya dengan
penambahan konjugat streptavidin yang dilabel
enzim horse radish peroxidase dan larutan
substrat kromogen, maka antigen tersebut dapat
terdeteksi dengan terdapatnya warna kecoklatan
pada sitoplasma sel yang terinfeksi.14.17
Pada penelitian ini antibodi monoklonal
WDSSB5 sebagai antibodi primer dapat
mendeteksi antigen Dengue pada sediaan sel
C6/36 yang diinfeksi virus Dengue yang berasal
dari serum pasien  positif yang mengandung
virus Dengue 1, 3 dan 4  pada fase akut
penyakit yaitu  pasien demam hari ke-1 sampai
hari ke-7. Perbedaan hari demam juga
mempengaruhi  hasil positif rate virus Dengue
pada sel C6/36.  Hari demam atau hari
pengambilan sampel berhubungan dengan
keberadaan antigen virus Dengue yang dapat
terdeteksi dengan uji imunositokimia SBPC.
Setelah onset penyakit virus Dengue dapat
dideteksi di dalam serum, plasma,
sel-sel darah dan jaringan lain selama 4-5 hari.
Selama fase ini, isolasi virus, deteksi asam
nukleat maupun deteksi antigen Dengue dapat
digunakan untuk menegakkan diagnosis infeksi
virus Dengue.18
Dari hasil pemeriksaan mikroskopis
imunositokimia SBPC sediaan sel C6/36 pada
tabel 3 diperoleh hasil positif rate berkisar
antara 35,29% - 100%,   hal ini disebabkan
waktu  inkubasi sel C6/36 yang berbeda-beda
sampai timbul tanda-tanda infeksi,  terdapat 13
sampel yang mempunyai positif rate rata-rata
100%, dimana pada saat pengamatan terlihat
reaksi positif kuat warna coklat sangat jelas
pada sitoplasma sel, banyak giant cell, bentuk
sel tidak beraturan, inti sel mengecil, juga
ditemukan inti sel berwarna coklat, sel lisis dan
terdapat bercak-bercak antigen disekitar sel.
Sedangkan pada sampel dengan positif rate
rata-rata 35,29% terlihat reaksi positif lemah
warna coklat tidak begitu jelas, hal ini mungkin
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disebabkan waktu inkubasi kurang lama,
kemungkinan sel yang terinfeksi sedikit,
konsentrasi virus sedikit.
Selama ini, uji imunositokimia SBPC
telah dikembangkan untuk mendeteksi virus
Dengue pada berbagai organ nyamuk seperti
pada head squash, abdomen squash, jaringan
parafin atau pada buffi coat juga pada sediaan
apus darah manusia. Di sisi lain, deteksi virus
Dengue pada sel C6/36 merupakan salah satu
bagian yang penting dalam kegiatan
pengembangan antibodi monoklonal sebagai
alat diagnostik.
Uji imunositokimia SBPC dengan
antibodi WDSSB5 dapat dijadikan salah satu
metode deteksi virus Dengue pada kultur sel,
yang selama ini menggunakan teknik
imunofluoresen. Metode imunositokimia SBPC
terbukti memiliki sensitiviitas dan spesifisitas
yang tinggi untuk mendeteksi virus Dengue 1,
2, 3, dan 4 pada sel C6/36. Metode
imunositokimia SBPC mempunyai kelebihan
karena dapat menggunakan mikroskop cahaya
dan tidak memerlukan ketrampilan khusus, juga
relatif lebih mudah, murah serta dapat
dilakukan di laboratorium sederhana.
Kesimpulan dari penelitian ini
didapatkan antibodi monoklonal WDSSB5
spesifik terhadap virus Dengue. Antibodi
monoklonal WDSSB5 termasuk klas IgG
subklas IgG1.
Antibodi monoklonal WDSSB5 sebagai
antibodi primer dapat diaplikasikan  untuk
mendeteksi virus Dengue pada sel C6/36 yang
berasal dari serum pasien positif mengandung
virus Dengue dengan menggunakan metode
imunositokimia SPBC.
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